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OZET
Glokom, diinyada yaklasik 70 milyon kisiyi etkileyen, sonunda korliige kadar ilerleyen
onemli bir hastaliktir. Biitlin tedavi g6z i¢ basincinin artmasini ortadan kaldirmak amacina

yoneliktir.

Klasik anatomi kaynaklarina gore, camera oculi anterior’de lenf sistemi bulunmamaktadir.
Son zamanlarda c¢esitli markirlar kullanilarak yapilan aragtirmalarda; rat, insan ve koyun
gozlinde lenfatik bir drenajin varligi ortaya konulmustur. Lenf sivisinin dolasimi lenfoid
dokulardan tahliye oldugu bilindigine gore, lenfatik dokularin varligi géz drenajinda rol aldig:

diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada, Wistar albino rat irki erkek ve disi Ratlar’da her iki goziin camera oculi
anterior’una enjeksiyon islemi yapilmistir. Sol intraokuler kameraya Qdot655, sag intraokuler
kameraya ise indocyanin green’den 1-1,5 ul enjekte edilerek hiperspectral gériintiile sistemi
kullanilarak goziin uveo-lenfatik drenaji arastirilmis, her iki gézde de lenfatik drenajin
varligl tespit edilmistir. Erkek ve disi ratlar arasinda fark bulunmadigr goriilmiistiir.
Calismaya baslamadan once IOB olgiilmiis, Qdot ile humor aquous’un arasinda bir
etkilesimin olmadigi, floresan 151k mikroskobunda Qdot’in yer yer toplu olmasi nedeniyle
florasan verdigi tespit edilmis, scan elektron mikrsokopik caligmada da goriintiilerin EDX
leri alinarak haritalandirilmis boylelikle gerek schlemm kanalinda gerekse submandibular
lenf yumrusunda tespit edilmistir.

Bu arastirma glokom {izerinden korliigii onlemek igin yeni tedavi metotlara bir bakis
kazandiracagi, deneysel olarak farmakolojik  ¢aligmalarda bu tiirlin model olarak

kullanilabilecegi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuantum noktalari, Biyo-goriintiileme, Lenfatik Drenaj, Rat,

Lenfagiogenesis
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ABSTRACT
Glaucoma is an important disease that affects about 70 million people worldwide and
eventually progresses to blindness. The whole treatment is aimed at removing the increase in

intraocular pressure.

According to the sources of classical anatomy, there is no lymph system in the camera oculi
anterior. In recent studies using various markers; the presence of a lymphatic drainage in the
rat, human and sheep eyes. Lymph fluid circulation is thought to be involved in the drainage
of lymphatic tissue in the presence of the eye, which is known to be evacuated from lymphoid

tissues.

In this study, Wistar albino rats were injected into the camera oculi anterior of both eyes in
male and female rats. Uveo-lymphatic drainage of the eye was investigated using a
hyperspectral imaging system by injecting 1-1,5 ul of indocyanine green into the left
intraocular lens of Qdot655 and the right intraocular camber, and the presence of lymphatic
drainage was detected in both eyes. There was no difference between male and female rats.
Before starting to work, 0B was measured, and there was no interaction between Qdot and
humor aquous. Fluorescence light microscopy revealed that Qdot gave fluorescence due to the
localized accumulation of electrons. In the scan electron microscopic study, the images were

mapped by taking EDX images and thus the submandibular lymph .

This research appears to be able to use this model as experimental model in pharmacological
studies, which will give a glimpse of new treatment methods to prevent blindness through
glaucoma.

Keywords: Quantum dots, Bio-imaging, Lymphatic drainage, Rat, Lymphangiogenesis

Bio-imaging, Lymphatic drainage, Rat, Lymphangiogenesis



CALISMANIN AMAC ve KAPSAMI:

Bilindigi gibi Lenfatik sistem, cogu organda hiicre dist sivilari, ¢éziinen maddeleri ve
proteinleri bosalttig1 bilinen sistemdir. Gozde var oldugunu diisiindiigiimiiz lenfatik akisin
varligin1 goriintiilenmesi bash basina korliige kadar varan bir hastaligin teshis ve tedavisinde

son derece Onemlidir.

Son zamanlarda, c¢esitli goéz hastaliklar1 ic¢in anti-anjiyojenik tedavi yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, lenfagiogenesis, corneal transplantasyonunda red etmede
dahil ilerleyen oculer tiimdrler patolojisi bakiminda da 6énemli rol oynar. Giiniimiizde ¢ogu
g0z hastaliklari, 6dem ve de 6zellikle de inflamatuar gibi hastaliklarda lenfajiogenesis’in rolii
bilinmemektedir. Gozdeki lenfatik ve lenfanjiogenesis’in daha iyi anlagilmasi, tedavi
edilemez okiiler hastaliklar icin yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in bir temel
olusturacaktir. Son yillarda yapilan caligmalar, oculer sivi dengesinde gorev yapan farkli
lenfatik kanallar olabilecegi, ayrica corneal limbus, corpus siliare, gl.lacrimalis, orbital
meningesler ve extra orbital kaslarda lenfatik benzeri bir sistemi olabilecegi vurgusu

yapilmaktadir.

Literatiirde in-vivo goriintiileme metoduyla yapilan arastirmada farelerin sol goz icine yapilan
enjeksiyonlardan 5, 20, 40 dk ve 2, 6, 24 saat sonrasinda yapilan goriintiilemede boyun
bolgesinde Qdot’mn sinyal verdigi ve daha sonra sol submandibular lenf yumrusunda
sinyalizasyon goriildiigli, gézde bir lenf drenajinin varligi hakkinda elimizdeki ilk ve en

onemli bulgu olmas1 bakimindan ¢ok kiymetlidir.

Doku sistemlerinde lenfatik agi gorsellestirmek icin kullanilan geleneksel yontemler,
genellikle manyetik rezonans lenfanjiografi, optik lenfanjiografi ve geleneksel organik

floroforlardir.

Lenfatik damarlar1 in-vivo olarak gorsellestirmek icin c¢esitli lenfatik endotelial markerlar
kullanilarak, fluoresan goriintiilemesi saglanmistir. Bununla birlikte, organik floroforlarla

optik ¢oziiniirliik engellendigi i¢in, yerine daha kiiciik ancak etki alan1 daha genis spektrumu



olan invaziv olmayan canli goriintiileme i¢in, Qdot essiz bir kullanim materyali olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Qdot'larin optik 6zellikleri; bir ¢ekirdek-kabuk nano-pargaciklari ile hem canli hiicrelerde
hem de hayvanlarda arastirilan dokunun, uzun siireli tekli veya eszamanli olarak ¢ok renkli
goriintiilenmesi i¢in avantaj saglamasidir. Kuantum noktalar1 sayesinde hiicrede ya da viicutta

biiyiik bir i¢ parlaklik (floresans) nedeniyle hiperspektral goriintiileme imkani saglamasidir.

Boyle bir calisma ile iilkemizde bir ilki ve {iniversitemiz olarak yapilabilirligini hem
gostermek hem de ratlarda lenfatik drenajin varligina iliskin dogrudan delil ortaya koyma
amaclanmaktadir. Ayrica erkek ve disi ratlar’da lenfatik bir drenajin varliginin bulunup
bulunmadigini, varsa hangi lenf diigiimiine dokiildiigiiniin ortaya konulmas1 ve erkek ve disi

arasinda varsa farklilig1 ortaya koymasi agisindan olduk¢a 6nemli olacaktir.

Humor aquosus, in-vivo floresan goriintiileme ile tespit edilmeye galisildiktan sonra ratlar
Otenazi edilerek micro CT’de (Skyscan 1172), Qdat'lar kullanilarak izlenmeye calisilacaktir.
Kuantum nokta isaretleme sistemi ve floresan izleyicilerin kullanimi, geleneksel organik
floroforlara kiyasla benzersiz avantajlar sunacagina inanilmaktadir.

En 6nemlisi ise, uzun siireli ve pasif olmayan canli goriintiileme imkani sunacaktir. Boylece,
glukom gibi ¢ok ciddi goz hastaligini azaltmak ve glokoma kars1 korliigli onlemek i¢in yeni
tedavilerin gelisimini tetikleyebilecek okiiler lenfatiklerin farmakolojik manipiilasyonu igin

ideal bir platform olarak rat modelinin kullanilmasi amaclandi.

Calisma kapsam olarak erkek ve disi ratlarda camera oculi anteriror’da bir lenf sistemi var
mi, cinsiyetin bir dnemi var mi, varsa bu farkindaligi ortaya koymaktir. G6z i¢ basincinin
yiiksekligi korliikle sonucglanabilecek onemli bir hastaliktir. Yaklagik 70 milyon insanda
gorlilen glucom gibi korliige varan hastaliklarda uygulanabilecek tedavi yollar i¢in bilimsel
bir veri tabant olusturmaktir. Bu nedenle insana yakin benzer sistemin varligmni ortaya
koymak, farmakolojik ¢aligmalarda hastaliga uygun ilag¢ gelistirilmesinde 6nemli bir veri

sunmus olunacaktir
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1.BOLUM
GIRIS
Glokom, diinyada yaklasik 70 milyon kisiyi etkileyen, sonunda korliige kadar ilerleyen
onemli bir hastaliktir. 2040 yilinda yaklasik 120 milyon insani etkileyecek sekilde hizla

yayginlagsmaktadir. Biitlin tedavi géz i¢ basincinin artmasini ortadan kaldirmak amacina

yoneliktir.
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Resim 1- Goziin kesit goriintimii

Klasik anatomi kaynaklarina gére, camera oculi anterior’de lenf sistemi bulunmamaktadir.
Yukaridaki resimlerde goriildiigii gibi schlemm kanali iridoscleal araliktan toplardamarlar
araciligi ile vv. ciliares anterior’a acildigi goriilmektedir.  Vv.ciliares anteriores
vv.corticosae’lara agilmakta, daha sonra v.ophtalmica ext. ‘ya acilarak genel dolagim

sistemine katilmaktadir.

Son zamanlarda c¢esitli markirlar kullanilarak yapilan arastirmalarda, insan ve koyun

goziinde lenfatik bir drenajin varlig1 ortaya konulmustur. Lenf sivisinin dolasimi lenfoid



dokulardan tahliye oldugu bilindigine gore, gbézde lenfatik dokularin varhigr ve goz

drenajinda rol aldig1 diisiiniilmektedir.

Sekil -2 Schlemm kanalinin i¢ duvari . Trabeculer Meshwork’un [JCT] juxtacanalicular
dokusu. Pericytler bulunmamaktadir. [Ramos et al. Schlemm’s Canal Endothelia,

Lymphatic, or Blood Vasculature? J Glaucoma Volume 16, Number 4, June/July 2007

Schlemm kanalin1 [SC] ¢evreleyen endotel hiicreleri, bir kapillar damarin en ig tabakasi
olan endotel tabaksi gibi diisiiniilse de ona hi¢ benzemez. Yaklasik kalinligr 400 nm
kadardir. Yukaridaki caligmaya ait resimde goriilecedi ilizere Pericyt’ler tarafindan da

cevrelenez.

Arastirma projemizde, goziin lenfatik drenajinin tespiti i¢in Wistar Albino ki erkek ve
disi Ratlar’da Qdot nokta ve ICG kullanilarak goz igine yapilacak enjeksiyonla lenfatik bir
drenajin varligimin bulunup bulunmadigini, varsa hangi lenf diiglimiine dokiildiigiiniin

ortaya konulmasi ve erkek ve disi arasinda varsa farklilig1 ortaya koyma amacglamaktadir.

Ayni zamanda, Humor aquous’un [HA] izledigi yolu goriintiilemeye calisarak, lenfatik
doku seviyesini tespit etmek, dolayisiyla goz tansiyonunu azaltmak ve glokom iizerinden
korliigii onlemek i¢in yeni tedavi metotlarina bir bakis kazandirmay1 hedeflemekteyiz. Bu
calismanin amaci erkek ve disi ratlarda camera oculi anteriror’da bir lenf sistemi var mu,
cinsiyetin bir 6nemi var mi, varsa bu farkindaligi ortaya koymaktir. G6z i¢ basincinin
yiiksekligi korliikle sonuglanabilecek 6nemli bir hastaliktir. Milyonlarca insani etkileyen
glucom gibi korliige varan hastaliklarda uygulanabilecek tedavi yollart igin bilimsel bir
veri tabani olusturmaktir. Bu nedenle insana yakin benzer sistemin varligini ortaya
koymak, farmakolojik ¢alismalarda hastaliga uygun ilag¢ gelistirilmesinde énemli bir veri

sunmus olunacaktir



I-GENEL BILGILER

Son zamanlarda, c¢esitli g6z hastaliklar1 i¢in anti-anjiyojenik tedavi yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, lenfagiogenesis, corneal transplantasyonunda red
etmede dahil ilerleyen oculer tiimorler patolojisi bakiminda da oOnemli rol oynar.
Giliniimiizde, cogu g6z hastaliklari, 6dem, 06zellikle de inflamatuar hastaliklarda
lenfajiogenesis’in rolii bilinmemektedir. Gozdeki lenfatik ve lenfanjiogenesis’in daha iyi
anlasilmas1 demek, tedavi edilemez okiiler hastaliklar i¢in yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi icin bir temel olusturmasi demektir.

Lenfatik sistem c¢ok eskiden beri bilinmesine ragmen son donemlerde ozellikle kanser
metastaslart ve inflamasyon tizerine etkisi daha ¢ok arastirilmaktadir [1,2]. Doku
sistemlerinde lenfatik ag1 gorsellestirmek icin kullanilan geleneksel yontemler manyetik
rezonans lenfanjiografi, optik lenfanjiografi ve geleneksel organik floroforlardir [3].
Lenfatik damarlar1 in-vivo olarak gorsellestirmek i¢in organik floroforlara bagli lenfatik
endotelium spesifik belirteglerin fluoresan goriintiilemesi kullanilmistir. Oysa Qdot ile
birlikte genis uyarilma spektrumu, dar boyuta ayarlanabilir emisyon spektrumu ve yiiksek
1sikla kapanma esigi gibi kuantum noktalarin [Qdot'lar] essiz fiziksel ozellikleri ile
dokular1 invaziv olmayan canli gériintiileme i¢in uygun hale getirir. Ornegin CdSe-ZnS
cekirdek-kabuk nanoparcaciklari gibi Qdot'larin optik 6zellikleri canli hiicrelerin [4] ve
hayvanlarda [5,6] uzun siireli tekli veya eszamanli ¢ok renkli goriintiilleme i¢in avantaj
saglar. Kuantum noktalari, normal organik floresan boyadan daha biiyiik bir i¢ parlaklik
nedeniyle hiperspektral goriintiileme ile tespit edilebilir [7] olmasi teshis ve tedavinin lokal

olmasini saglamasi bakimindan énemlidir.

Normal kornea da ne lenf ne de kan damari bulunmaktadir. Ciinkii corneal epiteli
tarafindan salgilanabilir VGFR [Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF] ve inhibitor
receptor [VEGFR]’niin varligi bilinmemekteydi. Bu nedenle, bu bélgede lenf sivisinin

olusumu baskilayan ¢esitli inhibit6rlerin varligi son zamanlarda agiga ¢ikmistir [8,9].

Anatomik kaynaklarda goziin 6zellikle cornea ve m. ciliaris, iris gibi tunica vasculosa bulbi

de lenf damarlar1 hakkinda bir bilgiye rastlamiyoruz. Temel olarak okutulan tiim anatomik



kaynaklarda; angulus iridocorneal aralikda bulunan siniis venosus sclera [Schlem kanali]
araciligr ile humor aquosus’un plexus venosus sclera iizerinden drene edilerek v. ciliaris’e

ulagir [10,11,12].

Van Buskirk [13] kopeklerde yapmis oldugu ¢alismada humor aquosus, intraoculer olarak
yaklasik 15-30 mm-Hg basinci yarattigin1 ve bu basinc sayesinde gbz normal formunu
korudugunu belirtmektedir. Yukarida ifade edildigi gibi Buskirk [1979] Humor aquosus,

plexus venous sclera araciligi ile dolasim sistemine dahil olur.

Humor aquous’un drenaji ile ilgili yollardan biri Convansiyonel yada Trabekiiler
Meshwork [TM] yoludur. Bu yol humor aquous’un drenaj tanimlamalarinda dogrudan
drenej yolu olarak tanimlanmaktadir. TM uveal ve corneoscleral meshworks tarafindan
olusturulur. Bu yapilar bazal bir lamina tizerinde bulunan yassi bag doku lamellar1 veya

huzmelerinden sekillenir [14]. Drenajin yaklasik 83-96’indan sorumludur.

.......................................

Sekil 3. Humor aquous’ un conventional drenajini gdsterir sematik yap1
[15]

TM’i olusturan huzmeler HA’un,ge¢isine izin vermek icin gdzenekli bir filtre benzeri
katmansal bir yap1 olustururlar. TM yapis1 ayn1 zamanda HA’un ¢ikisinda filtre gorevi
gordiigii icin IOB’1n olusumunda saglar. GIB yeterince yiiksek oldugunda, TM iizerinden
Shclemm kanalina [SC] akacaktir. SC'nin liimeninde, sinomolgus [Macaca fascicularis]
maymunda, HA un sklera i¢inden gecen venoz sisteme bosaldigi episkleral ven6z pleksusa

katilan endotelyal tiibiillere aktig1 gosterilmistir [16].



Canal of Schilemm Trabecular Meswork

inner wall

JCT (juxtacanalicular trabecul)

Sekil — Trabeculer meshwork ve juctacanalicular yapi [17]

Humor aquous’un drenajinda gérev yapan diger yol ise Uveoscleral [alisilmadik] yoldur.
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Resim 4. Uveoscleral yol [18] Resim 5. Uveoscleral yol. [19]

Uveoscleral [UVS] yol ; HA’un 6n kameradan iris kokiindeki extra celliiler ararliklarda
dahil olmak tizere siliyer kas, anterior koroid kisim ve suprakoroidal alan ve skleraya
bitisik olarak siralanan ardisik bir drenaj rotasidir [20-23] .

Daha sonra HA, sklera i¢inden veya penetran kan damarlarmi ve sinirleri gevreleyen
gevsek bag dokusundan direkt olarak gevredeki periokiiler dokulara sizar [24]. Gozii, UVS
¢ikis yollari tizerinden terk eden HA un miktan tiirlere gore farkliliklar gosterir : farede%
82 oldugu bildirilmistir [25], sinomolgus maymunu gibi primatlar % 55 [26], koyunlar %
22 [27] ve kedi 3 % [28]. Insan goziinde fluorophotometry ve tonography ile yapilan
Olgtimlerle HA’un akis hizi, miktar1, IOB gibi bir ¢ok sonuglar bildirilmistir [29,30].



Intraoculer basing arttikca lineer olarak da TM daki akiskanlikta artar. Bununla beraber
cyclodialysis yoluyla cilier kaslar iizerindeki basincin kaldirildigi durumlarda 6rnegin
tavsanlarda Uveoscleral yolda %3 den %54’¢ [31], maymunlarda ise 4 kat artis [32]

gozlenmistir

Silier kaslarin kasilma dereceleri de Uveoscleral [UVS] drenaj iizerinde etkili olabilir
[33]. Silier kaslardaki kasilma oOrnegin Pilokarpin ile arttirildigi zaman UVS drenaji
neredeyse tamamen bloke edildigi goriilmiistiir [34]. Pilokarpin ve PGF2a ile birlikte
verildiginde, pilokarpin PGF2a'nin tim etkilerini ortadan kaldirdigini tespit edilmistir.
Dolayistyla PGF2a'nin siliyer kastan akisi arttirdigini diisiindiirmektedir [35]. Sinomolgus
maymunda yapilan deneylerde PGF2a ve PGF2a analogu olan latanoprostun UVS ¢ikisini
arttirdigini goriilmiistiir [ 36,37].

Vaskiilarite yiiziinden, korneal lenfanjenezisi incelemek i¢in en giivenilir yontemlerden
biri, siitiirle veya alkali yanikla [NaOH ¢6zeltisi] korneal modiilasyondur [38,39]. Oysa
bilindigi gibi konjuctiva, gézdeki en fazla gelisen lenfatik dokudur. Bu nedenle Glukom
hastaliginda, konjuctivaya damlatilan ya da siiriilen ilaglarin g6z i¢ basincina etki
edebilecegini, bu nedenle hastaligin daha da artabilecegi gibi, benzer sekilde goz i¢

basincinin diisiiriilmesinde de etkin yollardan biri olarak bilinmektedir [40].

Son zamanlardaki makalelerde insan goziinde camera oculi anterior’da lenfatik drenajin
varligindan bahsedilmektedir [41]. Oysa Podoplanin ve diger lenfatik markirlarla yapilan
calismada ve immunohistokimyasal tetkiklerde goziin 6n kamerasinda lenf drenajinin
olmadigint bildirilmektedir [42]. Bunun kuvvetli delili olarak podoplaninin schlemm
kanalinin biitiin endotelial hiicrelerine etki etmesine ragmen lenf damarinin varligini ortaya

koyamamis olmasidir [43].

Gozdeki lenfaiogenesis mekanizmast kismen anjiogenezise benzetilebilir. Clinkii Lenfatik
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu 6nemli 6lgiide uyaran IGF-1 ve

IGF-2, kornea lenfajiyogenesis indiikleyebildigi ortaya konulmustur [44].



Resim 6. Podoplanin veya LYVE-1kullanilarak insan corpus ciliaris’te goriilen lenfatik

damarlar. [lymphangiogenic [LYVE-1, red] endothelium and angiogenic (green)]

Fare korneasinda yapilan bir calismada kan damarlarinin bulunmadigi ancak lenfatik
fizyolojik sistemin yani lenfajiyogenesisin bagimsiz olarak olusabilecegi fikri ileri siiriildii
[45]. Insan korneasinda embryolojik gelisme sirasinda lenfatik damar bulunmadig
blinmektedir. Ciinkii korneanin vaskiilarizasyonu gorme keskinligini bozarken, ayrica

kornea lenfajiyogenesis yapamaz kabul edildi. [46]

Retrobulbar alana kolloid soliisyon veya Hindistan miirekkebi enjekte edildiginde
miirekkebin lenfatik damarlara veya lenf noduna ulasip ulagmadigi iizerine yapilan
arastirmada bolgede higbir lenfatik damar tespit edilemedi ve lenfatik damarlara veya lenf

noduna yol agmadig1 sonucuna varildi [47].

Bu gozlemlerden sonra insanlarda da benzer olarak lenfatik damarlardan yoksun oldugu
distiniildii [48]. Bununla birlikte 1993'te, maymunda, orbital araknoid, lakrimal bez,
ekstraokiiler kas ve orbita’nin apeksindeki bag dokuda lenfatik damarlarin varlig1 ortaya
konuldu [49]. Bu nedenle gozdeki tansiyonun arastirilmasinda Qdot nanopartikiillerin
onemi ¢ok artmistir. Nanopartikiil [NPs] ve Qdot etkilesmesi ile yeni nanokompozit
olusumu son zamanlarda oldukc¢a 6nemli arastirma konusu olmus, 6zellikle fonkisyonel
gruplarin baglanmasi ile daha da etkin hale getirilmis nanokompozitler, biyomedikal
alanlarda, ylizey gelistirilmis Raman, elektronik materyal, kataliz vb. alanlarda genis

uygulama alan1 bulmustur.



Bu c¢alisma kapsaminda, ilk basta suda ¢ozilinebilir Mn:ZnS Qdot sentezi literatiire gore
gerceklestirilecektir [46]. Bu kuantum nokta se¢iminin sebebi 6zellikle uzun Omiirlii
floresansa sahip olabilmesi ve hiicre i¢i herhangi bir toksite vermemesidir. Bu nedenle bu
Qdot olarak Mn:ZnS se¢imi olduk¢a 6nemli ve avantajlidir. Uzun siireli floresansa sahip

olmasi ¢aligmanin seyri icerisinde avantajdir.

Bu nedenle gozdeki tansiyonun arastirilmasinda QD nanopartikiillerin 6nemi ¢ok artmustir.
Kuantum dot [noktalari-benekleri], floresan 151k ile yakalanabilen 1 nm ila 10 nm arasinda
degisen yari iletken nanoparcaciklardir [50,51]. Partikiil boyutuna gore, daha kisa dalga
boylar1 yayan kiigiik parcaciklar ve daha uzun dalga boylar1 yayan daha biiyiik partikiiller
ile etkileserek degisik renk verir [50,51].

Qdot’lar yar1 iletkenler bir iletim bandi, bir bant araligi ve bir degerlik bandi igerir. Bu {i¢
bilesenin etkilesimi, kuantum noktasinin optik 6zelliklerini verir. Bir elektronun degerlik
bandindan, iletim bandina sigramasina neden olmak icin sisteme yeterli enerji ilave
edildiginde, kuantum noktalar bir fotonu emerler [52]. Bu, elektronun baslangicta
bulundugu degerlik bandinda bir delik [agikliK] birakir ve dolayisiyla elektron-delik ¢ifti
tiretilir [53]. Bunun sonucu olarak da bir foton veya 1sik yayilir [54]. QD'lerin optik
ozellikleri agisindan CdSe-ZnS ¢ekirdek-kabuk nano pargaciklari sayesinde gerek canli
hiicrelerin [55 ] gerekse hayvanlarin [56,57] uzun siireli tekli veya eszamanl olarak ¢ok
renkli goriintiileme igin avantajlidir. Bu nedenle Qdot’lar, normal organik floresan
boyalardan daha biiyiikk bir i¢ parlaklik 6zellikleri nedeniyle nedeniyle hiperspektral
goriintiilemede tercih edilirler [58].

Mn/ZnS kuantum nokta [Qdot] temelli optiksel ve magnetiksel olarak goriintiilenebilir ve
hedeflenebilir hiicre i¢i ila¢ salimindaki olaylarda raporlama yetenegine sahip Qdot
nanokristalleri yag ve su karisitminda mikroemiilsiyon metoduna gére sentezlenecektir
[59]. Bunun igin, Mn[CH3COO]2, Na2S ve Zn[CH3COO]2 sulu standard ¢ozeltileri
kullanilacaktir. Qdot Cekirdek/kabuk Mn: ZnS’ye sahip Kuantum Qdot585 [Invitrogen,
Eugene, OR, ABD], 585 nm'de maksimum emisyonla birlikte elipsoid bir maddedir [60].

Literatiirde in-vio gorilintiilleme i¢in yapilan arastirmada sol goz igine yapilan

enjeksiyonlardan 5, 20, 40 dk ve 2, 6, 24 saat sonrasinda yapilan goriintiilemede boyun



bolgesinde Qdot’in sinyal verdigi sonra sol submandibular lenf yumrusunda sinyalizasyon

goriilmesi ile gozde bir lenf drenajinin varligr hakkinda ilk ve en 6nemli bulgudur [61].

Benzer sekilde insan ve koyun géziinde de yapilan ¢alismada, Lenfatik goziinde lenfatik
drenajimin varlhigr ortaya konuldu [62,63 ]. Cogu organda hiicre dis1 sivilari, ¢dziinen
maddeleri ve proteinleri bosalttigi bilinen kanallardir. Lenfatik muhtemelen gozlerden sivi
drenajina katkida bulunur ve lenfatik akisin in-vivo goriintiilenmesi i¢in yOntemler

gelistirilmesi, glokom c¢aligmalariyla oldukea iligkili olabilir.
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2.BOLUM
MATERYAL METOD

2.1 Etik kurul Raporu:

ERU. Hayvan Deneyleri Etik Kurulu [EUHADYEK] ‘nun 15.03.2017 tarih, Toplanti
Sayisi: 03 Karar No:171026 ile gerekli izin alindh.

2.2 Materyal
2.3 Qdot Sentezi:

Mn-Katkil1 ZnS Kuantum Nokta Sentezlenmesine ¢alisildi. Bu amagla suda ¢6ziinebilir
Mn:ZnS Qdots sentezi, hava ortaminda sulu ¢ozeltide sabitleyici olarak tiyoglikolik asit
kullanildi. Deneylerde sulu ¢6zelti olarak [0, M] Zn[CH3COO]2-2H20,
Mn[CH3COO]2:2H20, ve Na2S taze olarak hazirlandi. Zn[ll]] ve Mn[ll] ¢ozeltileri
[%0, 1, 1,5, 2, 2,5, ve 3 Mn[ll]], sonikatorde karigtirma esnasinda uygun miktarda
tiyoglikolik asit ilavesi yapildi. Ortam pH’s1 4,5’a ayarlandiktan sonra, 0,1 M Na2S
¢ozeltisi uygun miktarda hizli bir sekilde ortama ilave edildi. Reaksiyon karisimi 2 saat
stireyle 80°C’da 1sitildi. Karekterizasyon igin, taramali elektron mikroskobu [SEM],
EDX analizi, kuartz kristal mikroterazi [QCM], atomik kuvvet mikroskobu ile yilizey
analizi, Raman, FT-IR, pargacik boyut 6l¢iimii [dinamik 151k sacilimi], zeta potansiyel

ol¢timii [Zetaziser], UV-VIS spektrometre ile tarama analizi kullanildu.
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500 550 600 650
Wavelength (nm) O= sz @=zZn>*@= Mn2*
Grafik 1. Mn[ll]-Katkih ZnS Kuantum noktaciklari icin ongoriilen yapr1 ve
grafigi

Sentez ve karekterizasyon gerceklestirilmesine ragmen Caligma materyalimiz olan
Wistar albino ratlar yapilan 6n ¢alismalarda floresan elde edilemedi. Clinkii Caligilan
ratlardaki doku ylizey elektrigi ile sentezi yapilan nanopartiikiiliin ylizey elektrik
yiiklerindeki uyumsuzluk bir yana Cekirdek / kabuk Mn-ZnS'ye sahip Kuantum
noktalar1 QD585 nm'de maksimum emisyona sahip bir kuantum nokta yap1 oldugu i¢in
emisyon olarak farenin cilt kalinligi, bagdoku ipliklerinin giiglii olmasi, izlenmesi
diisiiniilen mandibular lenf yumrusunun derinlerde olmasi nedeniyle sol gozler igin
daha giiglii emisyona sahip Qdot655 ITK Carboxyl [Invitrogen] ile sag gozler igin
fizyolojik su ile sulandirilmis Indiocyanin Green [ICG] kullanildi. ICG yaklagik 780 nm

ile 830 nm arasinda emisyon veren toksik olmayan bir floresan boyasidir.

2.4 Ratlarin temini ve anestezisi

Erciyes Universitesi [ERU] Dekam arastirma merkezinde yetistirilen agirliklar: yaklasik
250-300 g arasinda degisen 8-9 haftalik 16 adet disi 16 adet erkek Wistar albino rat rat
kullanildi. Siirekli 12 saat 1s1k /karanlik dongiiler altinda kafeslerine yerlestirilmis
olarak tutuldu ve deneyler 6nceside de dahil olmak iizere, standart yiyecek ve su ile ad
libitum saglandi.

Ratlar IP ile genel anesteziye alindi. Bu amagla Erkekler i¢in : 0.3 mL [0.6 mL Xylazin,
0.24 mL Ketamin], Disiler i¢in : 0.2 mL [0.6 mL Xylazin, 0.14 mL Ketamin] kullanildu.
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Bas, boyun bolgesi hafifce tiras edildi ve tily dokiiciiler kullanilarak tiiyler
uzaklagtirildu.

In-vivo goriintiileme igin, gozlerin nemli kalmasini saglamak amaciyla [n = 14]
denemeden 17 saat 6nce ve deneyin baglamasindan 1 saat once, li¢ damla yapay goz

damlasi topikal olarak uygulandi.

%0.5 Steril Oftalmik Soliisyon, 15mL [1 mL'de 5 mg Proparakain HCI] goz
damlasindan her iki goze birer damla damlatildi. Damlatildiktan hemen sonra Tonopen
XL ile her iki gozde Ol¢im yapildi. Heriki gézde tonometre uygulamasi korneanin
merkezine dik olarak yapildi. Kararli ardisik 6lgiim elde edilinceye kadar [alti kez]

coklu okumalar yapildi, bu alt1 6l¢limiin ortalama degeri kayit altina alindu.

2.5  Intraoculer géz basincinin 6lciilmesi ve Camera oculi anterior’a kimyasallarin
enjeksiyonu, in vivo imaging goriintiilerinin alinmasi.
Intra oculer g6z basinci [I0OB] 6l¢iimii yapildiktan hemen sonra 1-3 uLL 3-4 dk iginde
sol goziin 6n kamerasina Qdot 655 [Quantum dots [QD655, Invitrogen, Eugene, OR,
USA] with core/shell CdSe/ZnS, are ellipsoid [6 nm x 12 nm], with maximal emission
at 655 nm. QDs were coated with carboxylic acids and negatively charged [QD—COOH,
pH 9.0]. 1.25 ul of 8 uM solution in a 50 mM borate buffer was injected.] ile sag 6n
kamerasina ise % oraninda serum fizyolojik ile sulandirilmis ICG [indiocyanin green]
enjekte edildi.
Goziin 6n kamera i¢i enjeksiyon igin 33- gauge needle [Hamilton Company, Reno,
NV] ve Hamilton syringe [Hamilton Company] kullanildi. Qdot655 i¢in yaklasik
1.25uL, ICG ig¢in ise erkekler i¢in 1.00uL ile 1.50pL arasinda enjeksiyon yapildi.
In-vivo goriintii alinmas1 amaciyla Syngene GBOX, XRQ cihazi kullanildi. Qdot 655
icin Epimid wave 655nm emisyon filtresi, ICG i¢in ise LY 800 nm filtresi kullanildi.
Tarama siiresi 720 ile 900 ms arasinda uygulandi. Goriintiiler otomatik olarak alindi.
Goriintiilerin islenmesi  ve gerekli raporlarin alinmasi igin Syngene tools yazilim

programi kullanildi.
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2.6 X-RAY radiografilerinin alinmasi
Ratlarin invio imagin goriintiileri alindiktan sonra Veteriner Fakiiltesi kliniklerinde

kullanilan X-Ray cihazinda radyografileri alindi.

2.7 Micro Computer Tomografi kullanilmasi
Genel anestezi altinda, Intracameral enjeksiyondan 40-50 dakika ve 6 saat sonrasinda
ratlarin [n = 16 disi ve 16 erkek] in-vivo hiperspektral goriintiilleme alindiktan sonra
Otenazileri yapildi. Ratlarin gévdesinin iist yarimi kollarinin hemen hizasinda olympus
diseksiyon mikroskobu altinda uzaklastirilarak High Resolution Desk-Top Micro-CT
[Skyscan 1172] ile goriintiilemeleri alindi.

2.8 Scan Electron Mikroskobun kullanimi

Elektron mikroskop inceleme ve otopsi bulgulari i¢in ise ratlar, Micro- CT de tarama
yapildiktan sonra Otenazi edilen ve govdesinin iist yarimi ayrilmig olan ratlar,
Veteriner fakiiltesindeki anatomi anabilim dalinda bulunan diseksiyon mikroskobu
[Olympus] altinda bulbus oculileri ekstirpe edildi. Ornekler, 4°C'de 48 saat boyunca
%4 paraformaldehit i¢cine daldirildi.

Elde edilen numunelerin diseksiyon mikroskobu [Olympus] altinda hem cornea
kisminda hemde n.opticus seviyesinde takke gibi bir parca ¢ikarildi. Goz kiiresinin
arkasinda agilan pencereden lens dikkatlice uzaklastirildi. Daha sonra gozler 0,1 M pH
7,4 fosfat tamponu i¢inde yikandiktan sonra %2,5 gluteraldehit soliisyonu iginde 6 saat
kadar bekletildi, daha sonra tekrar 0,1 M pH 7,4 fosfat tamponu i¢inde yikandi, ikinci
yikamayi takiben %1 Osmium tetroksit i¢inde 1 saat bekletildikten sonra sirayla %25,
50 ve 75’lik aseton soliisyonunda 10’ar dakika yikandiktan sonra, en son asama olarak
da %100’liik asetonla son kez yikandi. Yikama islemi yapildiktan sonra diseksiyon

mikroskobu altinda gozler anterio-posterior yonde dilimlere ayrildi.

Otenazisi islemi gergeklestirildikten sonra boyun bélgesi diseksiyonla agilarak
mandibular lenf yumrulari makroskopik olarak diseke edildikten sonra scan elektron
mikroskobik goriintiisiinii almak i¢in gézdeki gibi tespit islemleri takip edildi.

Son asama olarak kritik nokta kurutulma islemi gerceklestirildikten sonra numuneler

altin ile kaplanarak scan electron mikroskopta goriintiileri alind1.
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2.9 Elektron mikroskobunda EDX ile haritalama islemlerinin yapilmasi
Hem gozdeki schlemm kanalinin tespiti hemde nano partikiillerin bir araya gelerek
goriintlilenebilir form olusturup olusturmadigl , hemde kullanilan nano partikiiliin
hangi yapisinin gerek gz gerekse lenf yumrusuna tutunarak floresans verdigini

tespiti amaciyla EDX leri alinarak haritalama iglemleri yapildi.

2.10 QCM-D ile kimyasal etkilesimin varh@inin arastirilmasi
Kullanilan Qdot655 humor aquous ile arasinda ya fiziksel yada kimyasal herhangi bir

etkilesim icinde bulunup bulunulmadigmma da QCM cihazinda bakilarak tespitin

calisild.

Resim 7. QCM-D cihaz

211 Olympus BX43 Florosan Isik mikroskobu ve DP73 nolu kamera ile
goriintiilerinin alinmasi
Qdot655’in lenf yumrusunda varligini ortaya koyma amagh olarak diseke edilen lenf
yumrusu diseksiyon mikroskobu altinda ince dilimlere ayrilarak olympus BX43 nolu
floresan 151k mikroskobunda yaydigi floresan yoluyla varligint ortaya koyma
amagclandi. DP73 kamera kullanilarak alinmaya ¢alisildi.



Resim 8. Olympus BX43 Floresan 151k mikroskobu

15
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3.BOLUM

BULGULAR

Ulkemizde ilk olarak laboratuar hayvanlarinda invivo imaging gériintiileme sistemlerinin

kullanilmasi bu ¢alisma ile baslamistir.

Arastirmamizda yar1 manyetik Mn-ZnS analizi kullanilacakti.  Arastirma fonuna
sundugumuz gerekgeli raporumuzda da goriilecegi iizere sentezini yapmaya calistigimiz
nanopartikiilin  yilizey yiikleri ile g6z dokusu arasindaki uyumun tam olarak
saglanamadigi ve emisyon giiclinlin QD585 nm'de olmasi ¢alisma materyalimizin
oldukca biiyliik olmasi, deri kalinligint asmadaki zorlugunu ortaya ¢ikartmistir. Bu
nedenle emisyon giicii daha yiliksek olmasi nedeniyle CdSe c¢ekirdeginin etrafinda
semikondiiktér olarak ZnS ile kaplanmis bir nanopartikiil olan Qdot™ 655 [TK™

Carboxyl kullanilmaistir.

Bu arastirma da diinyada yapilan c¢aligmalardan farkli olarak bir ¢ok analiz ve

degerlendirme sz konusudur.

A- Literatiir verilerine gore daha dnce yiiriitillen caliymalarda;
A.1 Yaklasik 20-30 gr. agirliginda oldukga kiiciik deney farelerinin kullanildigi, ¢alisma
materyallerinde  glukom tedavisinde kullanilan, lenfatik sisteme duyarh

prostoglandin tiirevi olan latanoprost ile Qdot655 birlikte kullanildigi ,

A.2 Mandibular lenf yumrusunda kullanilan nanopartikiiliin varligin1 ortaya koymak

amaciyla floresan boya ile boyanmasi ile mikroskobik goriintiisti alindigi,

A.3 Biiylik hayvan olarak koyunlarda radyoaktifli iyot125 Bovin Serum Albumin’i
camera oculi anterior’a enjeksiyon sonucunda radyo aktif maddenin, submandibular,

retropharyngelal, cervical hatta preauricular lenf nodullerinde de 6l¢iimii yapildig,
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A.4 Shclemm kanalinin  yapist hakkinda LYVE-1, VEGF-2, VEGF-3 gibi

proteinlerin marker olarak kullanildigi,

A5 Calismalarinda Cryo-immunogold electron microscopy’den faydalanildig

belirlenmistir.

B- ERU. Arastirma fonunu destekledigi cahsmamzda ise yukarida ozetlenen

metotlardan, onemli farkh olarak:

B.1 250-350 gr. 8 haftalik Wistar Albino Rat kullamlmistir. In-vivo imaging goriintii
almada oldukga riskli bir biyiikliige sahip bir hayvan modelidir. Ciinkii Lenf
yumrusunun bulundugu derinlik, tizerini 6rten giiclii ve kalin bagdoku, yag kitlesi ve
derinin kalinlig: iist iiste bindiginde floresans goriintliyli almay1 zorlastiran ciddi

faktorlerdir.

B.2 Humor Aquous ile kullanilan Qdot655 arasinda herhangi fiziksel yada kimyasal
bir reaksiyon olup olmadigi kuartz kristal mikroterazi [QCM-D] ile incelenmistir.

B.3 Scan elektron mikroskopic goriintiilemede Qdot’in gerek trabekiiler meshwork’de
gerekse schlemm kanalinda goriintlisi  saptanabilmistir. Ayrica kullanilan
nanopartikiilin EDX ile mappingi alinmistir. Nanopartikiiliin hangi tabakasinin

doku yiizeyine tutundugu tespit edilmistir.

B.4 Mandibular lenf yumrusunun scan elektron mikroskop goriintiisiinde de hem
Qdot655’in varlig1 ortaya konulmus hem de hangi katmaninin tutundugu EDX’i ile

mappingi ¢ikarilarak belirlenmistir.
B.5 Gerek erkek gerekse disi ratlarda Qdot655’ in mandibular lenf yumrusunda floresan
goriintiisii alindiktan sonra High Resolution Desk-Top Micro- CT [Skyscan 1172]

taramasi yapilmasidir.

B.6 Qdot655’kullanilmis ratlarin X-Ray gorintiileri alinmistir.
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B.7 ICG ile Qdot655’in ilk kez karsilagtirmali olarak in-vivo imaging goriintiileri
alinmis ve raporlamalar1 yapilmistir.

B.8 Arastirmada Indiocyanin green [ICG] boyasinin hem shclemm kanalindaki seyri
hemde komparatif olarak Qdot655 ile karsilastirmali olarak kullanilmasidir. Icg nin
hem 780 nm emisyon giicline sahip olmasi hemde toksik olmamasi ¢alismada tercih

edilmesinin 6nemli nedenidir



Tablo 1. Elde edilen bulgular genel bir tablo halinde ortaya konulmaya ¢alisilmigtir
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No 10B /mmHg ICG Qdot miktar1 ICG Qdot
Tonopen XL miktari pL Ln.mandibulare Goériintii In.mandibulare Goériintii
Sol goz/Sag goz pL Sol goz
Sag goz
E D E D E D 15 15 40 40 6 6 10 10 15 15 40 40 6 6 10 10
[E] [D] [E] [ [O] | [E] | [D] | [E] | [D] | [E] [O] [El | [D] | [E] | [O] | [E] | [D]

1 26/24 | 21/20 | 1.25 | 1.25 1.00 1.25 - - - - - + - + - - - - - - - -
2 24/24 | 1718 | 1.25 | 1.25 1.00 1.25 - - - - - + - * - - - - - + - +
3 26/27 | 20/21 | 1.25 | 1.25 1.00 1.25 - - - - - * - - - - - - - - -
4 23/24 | 16/17 | 1.00 | 1.25 1,50 1.25 - - - - + + * * - - - - - - * -
5 26/26 | 26/27 | 1.00 | 1.25 1,50 1.25 - - - - - + + + - - - - - - - *
6 16/15 | 14/15 | 1.00 | 1.25 1.00 1.25 - - - + + + * * - - - - + - - *
7 18/19 | 26/24 | 1.25 | 1.25 1.20 1.25 - - - - + - - * - - - - - - - +
8 24/26 | 26/30 | 1.25 | 1.25 1.20 1.25 - - + - + - * * - - + - + - - -
9 24/26 | 25/29 | 150 | 1.25 1.50 1.25 - - - - - + * * - - - - + + * *
10 18/17 | 20/23 | 1.50 | 1.25 1.50 1.25 - - - - - + * + - - - - - - - -
11 15/15 | 20/21 | 1.25 | 1.25 1,50 1.25 - - - + + * + - - - - + - * -
12 17/17 | 24/25 | 1.25 | 1.25 1,50 1.25 - - - - + + * * - - - + - + * *
13 19/17 | 26/26 | 1.25 | 1.25 1.50 1.25 - - - - + - * - - - + - + - + -
14 14/13 | 28/29 | 1.00 | 1.25 1.80 1.25 - - - - + + * + - - - + + - - +
15 17/16 | 22/24 | 1.00 | 1.25 1.50 1.25 - - - - + + * + - - - - - - - +
16 17/15 | 27/27 | 1.00 | 1.25 1.50 1.25 - - + - + - * * - - - - - - - -

Tablo 1.de asagida numaralari verilen ratlar rast gele segilmis olup 10.saatte de 6lgiimleri yapilmistir.

Uygulanan IP anestezi dozu E: 0.3 mL [0.6 mL Xylazin, 0.24 mL Ketalar], D: 0.2 mL [0.6 mL Xylazin, 0.14 mL Ketalar]

*:Olgime yapilmadi
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ICG icin: 5 ve 7 numarali hayvanlarda erkekler i¢cin 10 saat sonra kontrol amacli 6l¢ctim
yapildi, 5 nolu erkek hayvanda 6 saat sonrasinda goriintii yokken 10. Saatte hafif goriintii
alindu.

5 nolu diside hem 6. hemde 10. saatte goriintii elde edildi.

7nolu erkek ratta 6 saatte hemde 10. aaatte goriintii alind1

7 nolu disi ratta goriintli alinmadi, digerlerinde de kontrole gerek duyulmada.

Qdot icin : 2,7, 13 ve 15 numarali hayvanlar i¢in kontrol amacl Sl¢iimde:

2 nolu disi ratta, goriintli alinirken , 2 nolu erkek 10.saatte ratta goriintii alinmadi

7 nolu disi ratta 6 saat sonrasinda goriintii alinmazken, 10.saate goriintii alindi, 7 nolu
erkek hem 6. Saatte hemde 10.saate goriintli alinmadi

13 nolu erkek ratta hem 6.saate hemde 10.saate goriintii alindi..13 nolu disi ratta ise hem 6.
Saatte hemde 10. saatte goriintli alinmadi

15 nolu disi ratta. 6. Saatte goriintii alinamazken 10. saatte alindi.15 nolu erkek ratta ise

hem 6.saatte hemde 10. Saate goriintii alinmadi.



Grafik 2. Erkek ratlarda Intraoculer géoz basincinin [IOB] her iki gozdeki grafigi
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Grafik 3. Disi ratlarda Intraoculer géz basincinin [IOB] her iki gozdeki grafigi
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Yukaridaki her iki tabloda goriilecegi iizere erkek ve disi ratlarin arasinda 6nemli bir fark

bulunmamaktadir.
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3.1IN-ViVO IMAGING GORUNTULERIN ALINMASI

In-vivo gériintii alinmas1 amaciyla SYNGENE MARKA G:BOX CHEMI XRQ [Hi-
LED System] Manuel Band Goriintiileme Sistemi kulanildi. Elde edilen goriintiiler
Syngene tools programinda analizleri yapilarak raporlandirildi.

3.1.1 Indiocyanin Green [ICG] erkek ve disilerde 40.dk. 6saat sonra ve 10.saatteki
cene alti goriintiileri

A- Disi Ratlar

.-

40. dk sonra ¢ene alt1 6 saaat sonra ¢ene alt1 10 saat sonra ¢ene alt1
Gorlintiist Gorlintiisti Goriintiist

B- Erkek Ratlar

40. dk sonra ¢ene alt1 6 saaat sonra ¢ene alt1 10 saat sonra ¢ene alt1
Gorlintist Gorlintist Gorlntust
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Grafik 4. Erkek-Disi Ratlarda ICG’in 40 dk., 6 saat ve 10 saat sonra goriintii var,

yok ve sonu¢ alinamayan goriintiilere gore sayisal degerlerin dagihim grafigi

asagidaki gibidir.

ICG;

ICG Erkek Rat. 40 dk. sonra Goriintii

0

| Var
M Yok

W Sonuc Yok

ICG Disi Rat. 40 dk. Sonra Goriintii

0

mvar
Yok
O Sonug Yok

ICG Erkek Rat. 6 saat sonra Goriintii

0

W \Var
Yok

Sonug Yok

|CG Disi Rat. 6 saat Sonra Goriintii

mVar
= Yok

Sonug Yok

ICG Erkek Rat.10 saat sonra Goriinti

mVar
u Yok
u Sonug Yok

|CG Disi Rat.10 saat Sonra Goriintii

| Vvar
@ Yok
OSonug Yok




3.1.2. Qdot 655 “in Disi ve Erkek Rat.larda alinan goriintii 6rnekleri;

A-Disi Ratlar.

.I

40. dk sonra ¢ene alt1
Gorlintiist

Image document data

File
Created by
User ID

Generated or 21 M
D

Template file

Ci\lsers\SYNGE NE \De stopdisi qdoB55In mandsbularis 40, 6ssst 100 ssatsonra jpg
Erciyes

2018 Carsamba 12:52:49
1521627812

Black0 White:255 Gamma:1,00

Properties

User Field 1
User Field 2
User Field 3
User Field 4
User Field 5

Capture
Digitizer
Settings

GLP warning: This image was created from & non GLP source
Source file: C:\Users\SYNGENE \Desktop\disi qdot855In mandsbularis 40. €sast 100 saat sonra.jpg

Document history

Dste: 21 Mart 2018 Cargamba 12:54:03
Author: Erciyes

Spot [Raw vol.|_ng

Spot 1] 19374,00 | 100,00

Spot 2|64689,00 |2

Spot 2 45112,00

Spot 4|61792,00 | 318,94

Spot 5] 28479,00 | 147.00

Quantity calibration details
User: Erciyes Created: 21 Mart 2018 Cargamba 13:54:03 1D : 1073424843

Signature :

Printed: 21 Mart 2018 Carsamba 13:54:03 : Page 1

B-Erkek Ratlar

6 saaat sonra ¢ene alt1
Gorlintiist

Curve type
Units

10 saat sonra ¢ene alt1
Gorlintiist

Linesr through origin (single standsrd value

Calitrated quantity - ng

20

[Spot | Rawvol. [ Assigned quantity |

1| 193740 | 1000 |

User: Erciyes
Signature :

Created: 21 Mart 2018 Cargamba 13:54:03 1D : 1073424843
Printed: 21 Mart 2018 Cargamba 13:54:03 : Page 2
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40. dk sonra ¢ene alt1
Gorlintiisii

Image document data

File C:\lsers\SYNGE NE \Destopierkek q dot 40. fsast 10 sat jpg
Crested by  Erciyes

User ID

Genersted or 21 Mart 2018 Gargambs 14:59:35

) 1521631748

Template file

Black0 White:255 Gamma:1,00

Properties

User Field 1
User Field 2
User Field 2
User Field 4
User Figld 5

Captur
Digitizer
Seftings

GLF warning: This image was oreated from & non GLF source.
Source file: C:\Users\SYNGENE\Desdop\eriek g dot 40 Gsast 10 sastjpg
Document history

Date: 21 Mart 2018 Cargamba 15:01:42
Author: Erciyes

Spot [Rawvol.| ng_|Background level
Spot 1| 11380.00 | 100,00 0.00
Spot 2(87858.00 | 773.40 0.00
Spot 3| 75882.00 |B387.28 0.00
Spot 4| 27612,00 | 243,08 0,00

Quantity calibration details

Curve type Linear through crigin (single stendard value
Units ng

User: Erciyes 1D : 1335634380
Signature :

Created: 21 Mart 2018 Cargamba 15:01:42

Printed: 21 Mart 2018 Carsamba 15:01:42:

Page 1

6 saaat sonra ¢ene alti
Gorlintiisii

10 saat sonra ¢ene alt1
Gorlintiisii

Calibrated quantity - ng

I ' i 1
43227 87034

Raw volume (¥ =0.008 “xR=1)

[spot | Rawvol.

[ Assigned quantity |
|

| 113800 1000 |

User: Erciyes
Signature :

Created: 21 Mart 2018 Cargamba 15:01:42 1D 1335634380
Printed: 21 Mart 2018 Cargamba 15:01:42 : Page 2
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Grafik 5. Erkek-Disi Ratlarda Qdot 655’in 40 dk., 6 saat ve 10 saat sonra goriintii
var, yok ve sonu¢ alinamayan goriintiilere gore sayisal degerlerin dagilim

grafigi asagidaki gibidir.
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Qdot 655 Erkek Rat. 40 dk. sonra Goriintii

W Var
m Yok

m Sonug Yok

Qdot 655 Disi Rat. 40 dk. Sonra Goriinti

0

mVar
W Yok

= Sonug Yok

Qdot 655 Erkek Rat. 6 saat sonra Goriintii
0

mVar
M Yok

Sonug Yok

Qdot 655 Disi Rat. 6 saat Sonra Goriintii
0

mVar
M Yok

= Sonug Yok

Qdot 655 Erkek Rat. 10saat sonra
Gorunti

mVar
W Yok

m Sonug Yok

Qdot 655 Disi Rat. 10 saat Sonra Goriinti

W \Var
H Yok

m Sonug Yol
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3.1.3  Invivo imaging goriintiilerin hesaplanmas.

Disi ve Erkek Rat.larda 40 dk., 6 saat ve 10 saat sonra goriintii var, yok ve sonug
alimamayan goriintiilere gore miktar hesaplamalar1 yapildi. Hesaplamalar i¢in su yollar
izlendi;

Floresan veren goriintiilerin etrafi isaretlenerek hesaplama alaninin belirlenmesi Referans
olarak 1s1ma yapilan bolge isaretlendi ve bilinen deger girildi. Diger 1s1malar bu bolgeyi
referans alarak miktar hesaplamalar1 otomatik olarak yapildi. .Miktar hesaplamasina gore
bir ¢izelge, Raw hacim hesaplanmasi sistem tarafindan gerceklestirildi ve en son sistem

raporu alind.

3.1.3.1 Erkek ratlarda goriintii alanlarinin isaretlenmesi

[} GeneTools - Untitled
File Edit View Spots Extras Window Help

fHal

23 o 388 1o %6
222 @ 388 | o

4
-]

@ H Q| & ide

o
@

[¥}] untitled =5 =8 |

/

ld
Manual band quantffication results  |ncidence Quantity calibration -_l

Raw vol.
Spot1|  4169,00
Spat2| 113716,00 =5
Spat3| 203285,00
Spotd|  45520,00 -
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Calibrated quantity - ng
5000 —

1000 —

2010 84564.1 167118

Raw wolume | Y =00438 “x;R=1)

[Spot | Rawvol. | Assigned quantity |
1] 20100 | 1000 |

3.1.3.2. Disi ratlarda goriintii alanlarin isaretlenmesi

[#}) GeneTools - Untitled
File Edit View Spots Extras Window Help

GEEIR

%0 | 855 w832 | 2% |27 | © = @ | (@S ide

@} Untitled =[]

am
an
-
< >

Manual band quantification results Incidence Quantity calibration

Raw vol.
Spot 1 876400
Spot 2| 68680,00
Spot 3| 103249,00
Spot 4 95778,00
Spot5|  39700,00




Calibrated quantity - ng

1200

1000
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Rawvolume { ¥ =000208 *x; R

Spot Raw vaol. Assigned quantity

1 110170

100,0

166747

3.1.3.1.3 Erkek ve Disilerin ICG raporlarinin birlikte alinmasi

Image document data

File
Created by
User ID

C\Users\SYNGENE\Desktop\disi ve erkekier icg 40.5..10jpg
Ercives

Generatedon 21 Mart 2018 Gargamba 12:45:33

D
Template fie

1521623704

Black:0 White:255 Gamma:1,00

Properties

User Field 1
User Field 2
User Field 3
User Field 4
User Field 5.

Capture
Digitizer
Settings.

GLP waming: This image was created froma non GLP source
Source fle: C:Wsers\SYNGENE\Desktopidisi ve erkekler g 40.6.10.jpg

Document history

Date: 21 Mart 2018 Cargamba 12:47:58
Author: Erciyes

Spot | Raw vol. | Backgroundlevel | ng
Spot1]| 190512 6,58 100,00
spot2| 7761341 72,83 4071,80
Spot 3| 66652,45 4154 3496.76
Spot 4] 15021,39 18,24 788,06
Spot5| 44462,43 52,36 233262
Spot 6| 6333457 35,57 332270
Spot 7 | 169757 20 11,89 890591
Spot8| 5596,46 231,44 293,60

Quantity calibration details
Curve type Linear through origin (single standard value)
Units ng

Calibrated quantity - ng

2000

[ 1
1908.12 sagE2,8 1628020

Rew wlume [ ¥ =0,0525 *x;R=

[Spot [ Rawvol. | Assigned quantity |
I 19061 | 1000 |

User:Erciyes  Created: 21 Mart 2018 Garsamba 12:47:58  ID:813574603
Signature Printed: 21 Mart 2018 Carsamba 12:47:58 : Page 2
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Grafik 6. Her iKi tiire ait Sistem raporuna gore miktar tayinin hacimsel ve quantitiv
degerleri dagilhmlarimin grafiksel yorumu

Hacimsel Degerler Qantitiy

180000
160000
140000
120000
100000
80000

60000 — —1
40000 — N
20000 —
0 T

B Qantitiy

3.1.3.4 12 nolu disi rat’m sag ve sol In. mandibulares’lerinin SYNGENE MARKA
G:BOX CHEMI XRQ [Hi-LED Sistemi] deki goriintiisii

12 No'lu disi rat

Sol In.mandibulare Sag In.mandibulare

Qdot ICG
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3.1.3.5 Qdot655’in parotis lenf yumrusundaki goriintiisii
5 nolu disi bir ratta 40. dk ve 6 saat sonra parotis bolgesinde alinan floresans goriintiisii.

SynGene GeneTools - File version: Serial No. 9999*9999'license’mpcsdb23q
SynGene Laboratories
denemelert

Image document data

File C:\Users\SYNGE NE \Destoplparotis ike iigili edek ve disi ratler.jpg
Crested by  Erciyes

User ID

Generated or 21 Mart 2018 Garsamba 13:31:27

B 1521631066

Templste file

Blac0 White:265 Gamma:1,00

Properties

User Field 1
User Field 2
User Field 3
User Field 4
User Field 5

User:Erciyes  Created: 21 Mart 2018 Garsamba 13:34:14 1D : 995502539
Signature : Printed: 21 Mart 2018 Carsamba 13:34:14 : Page 1

SynGene GeneTools - File version: 4.3.8.0 - Serial No. 9999'9999'license’

SynGene Laboratories
denemelert

Capture
Digitizer  GLP warning: This image was orested from a non GLP source
Settings  Source file: C:\Users\SYNGENE\Desdop\parotis ile ilgili erkek ve

Document history

Date: 21 Mart 2018 Gargambs 13:34:14
Author: Erciyes

Spot | Raw vol.
Spot 1] 6427,00
[Spot 2| 87652.00
[Spot 2| 96957.00 ¥
[Spot 4| 112858.00 176,00
[Spot 5[154788.002408.20
[Spot €[ 52838.00 | 822.13

Quantity calibration details

Curve type Linear through origin (single standard value
Units ng

Calitrated quantity

2000

1400

800

8

427

Raw volume ( Y =001% "x;R=1)

[spot | Rawvol. | Assigned quantity |
1| es270 | 1000 |

User:Erciyes  Created: 21 Mart 2018 Cargamba 13:34:14 1D : 995502539
Signature : Printed: 21 Mart 2018 Carsamba 13:34:14: Page 2



3.2 QCMILE QDOT 655 iLE HUMOR AQUOSUS [HA] ARASINDAKI

FiZIKSEL YADA KIMYASAL ETKILESIM
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Bu amagla kullanilan bir erkek ve bir disi Wistar albino rat, Daha 6nce ERNAM [
ERU. Nanoteknoloji Arastirma Merkezi] da Hamilton 2.5ul lik enjektdrle gekilen 1.00 ul

qdot655, 100ul, 8nm borat tamponu i¢inde konuldu. Elde edilen karisim atlin kaplamali

quartz sensor lizerinde santrifiij kullanilarak kurutuldu.

Daha sonra genel anestezi altindaki bir adet erkek ve bir adet disinin sol gozlerinden

alman 1.5 pl humor aquous, 200 ul ultra distile suyla karistirildi. Elde edilen karisim,

QCM-D cihazinda 5 MHz frekansinda Qdot iizerinden gecirilerek aralarinda nanogram

boyutunda herhangi kimyasal bir etkilesim olup olmadigina bakildi.

Elde edilen sonuglar grafiksel
qdot655 arasinda herhangi bir etkilesim i¢inde olmadig1 goriildii.

Grafik 7. Disi Rat Qdot655 ile HA arasindaki etkilesim grafigi
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Grafik 8. Erkek Rat Qdot655 ile HA arasindaki etkilesim grafigi
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3.3 RADIOGRAFIK BULGULAR.

Asagidaki radio grafik ¢ekimlerinde de goriilecegi lizere gerek Qdot’in gerekse ICG nin
goriintli vermedigi ortaya cikmistir.
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3.4 Micro CT tarama sonuclari

Gerek Qdot655 gerekse ICG nin Micro —CT (skyscan 1172) taramasinda elde edilen
sonuglar

3.4.1 Orta kulak seviyesi ve ramus mandubula seviyelerinde paramanyetik bir
goriintii elde edilemedi.

ctins Veew  Optiens

LESRRCARIC L D 5 B S L B e pe———
-

Sekil Orta kulak seviyesi. Caudal’den cranial’e dogru

[ I e — N R TR e TN N e |
petmor P

g
& o
3

Sekil Orta kulak kaybolma seviyesi, alt ¢ceneler oldukga belirdin G6z bblgesinde paramanyetik
gorinti yok.
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3.5 SEM GORUNTULERI

3.5.1 Lenf yumrusundaki SEM goriintiiler

3.5.1.1. 14 nolu erkek rat’in sol In.mandibularis’ideki normal SEM goriintiileri

100 pm

EHT=25.00kV WD=11.0mm Mag= 250X  Signal A=SE1

3.5.1.2 14 nolu erkek rat’in sol In.mandibularis’ideki normal SEM ile EDX taramasii




3.5.1.3 14 nolu erkek rat’in sol In.mandibularis’ideki normal SEM ile EDX ile
mappingi

Mapdata 676 , T,
JAG: 1000x HV" 25KV _WD: 9.7mm

Map data 678
Date:3/2/2018 10:05:56 AM
Image size:414 x 270
Mag:1563.73926x
HV:25.0kV

37
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3.5.2. 15 nolu disi ratin sol lenf yumrusunun normal SEM goriintiisii

20 pm
— EHT=2500kV WD=115mm Mag= 800X SignalA=sEi &= Sr02mm

3.5.2.1 15 nolu disi ratin sol lenf yumrusunun normal SEM gériintiisii ve EDX taramasi

. " e
SE MAG: T“'v \V: 25.0 KMOWD: 9.4 mm Px: 0.36 ym
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3.5.2.2 15 nolu disi ratin sol lenf yumrusunun normal SEM gériintiisii ve EDX ile
cikarillan mappingi




3.5.3 SCHLEMM KANALI iLE iLGILI SEM GORUNTULERI

3.5.3.1 4 nolu erkek rat 6 saat sonra normal SEM goriintiisii

’ ':’
Trabeculer meshwork '»

» Collector canal

»

¢

. Qdot655

- N

20 Qdot6'5§ »

3991 ¥ s o

SE MAG22819 X HV:425.0 kV WD 40.5 mm Px’ 0.20 ym

Date:3/2/2018 10:28:14 AM
Image size:512 x 384
Mag:2818.64209x
HV:25.0kvV

3.5.3.1.1 4 nolu erkek rat 6 saat sonra EDX goriintiisii

Map data 683
Date:3/2/2018 10:28:20 AM
Image size:414 x 270
Mag:2818.64209x
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3.5.3.2 14 nolu erkek rat 10 saat sonra SEM goriintiisii

Collector camal

\ Schlemm Canal

\ Qdot655
<2 Qdot655 /Collector canals

/
/

Trabeculer meshwork

Qdot655 Schlemm canal

3993
SE MAG: 1500 x HV: 25.0 kV. WD: 9.7 mm Px: 0.37 ym

3993

Date:3/2/2018 10:36:27 AM
Image size:512 x 384
Mag:1500x

HV:25.0kV

3.5.3.2.1 14 nolu erkek rat 10 saat sonra SEM goriintiisii

Map data 685
Date:3/2/2018 10:36:39 AM
Image size:454 x 271
Mag:1500x

HV:25.0kV
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3.5.3.3 9 nolu disi rat 6 saat sonra SEM goriintiisii

O
Schlemm canal

iy

§<;:1 Qdot655

Date:3/2/2018 10:42:13 AM
Image size:512 x 384
Mag:1520.97559x
HV:25.0kV

3.5.3.3.1 9 nolu disi rat 6 saat sonra EDX ile mappingi

Map data 686
Date:3/2/2018 10:42:23 AM
Image size:454 x 271
Mag:1520.97559x
HV:25.0kv
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3.6. QDOT655’in FLORESAN ISIK MIKROSKOBIK GORUNTULERI

3.6.1 Disi sol Lenf yumrusunun cortex ve medulla kisminda goriilen floresans
goriintii [Qdot 655]

Medulla

31 paracortex
‘-/éortex
:

Medulla

3.6.2 Disi sol Lenf yumrusunun cortex ve medulla kisminda goriilen floresans
goriintii [Qdot 655]

o
‘w Cortex

; Medulla

Paracortex

Medulla
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3.6.3 Erkek sol Lenf yumrusunun cortex ve medulla kisminda goriilen floresans
goriintii [Qdot 655]

- Medulla

Paracortex

Cortex

[

3.6.4 Erkek sol Lenf yumrusunun cortex ve medulla kisminda goriilen floresans
goriintii [Qdot 655]

Medulla
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4. BOLUM

TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada iilkemizde hem laboratuvar ortaminda deney hayvanlar1 {izerinde
ilk kez in-vivo imaging ¢alismasi yiiriitilmiis hemde Nanotracer olarak Qdot655 ile ICG
gibi floresan veren maddeler karsilagtirmali olarak hiperspektral floresan goriintiileme

kullanilarak c¢alisilmistir.

Genelde daha kiigiik, hiperspektral floresan goriintii alma imkani daha kolay fareler
kullamilmistir. Bu calismada 9 haftalik Wistar albino rat kullanilmustir. Ilk kez Scan
elektron mikroskopta nanopartikiillerin EDX ile goriintiileri hem Schlemm kanalinda
hemde mandibular lenf yumrusunda varliklar1 tespit edilmistir. Bu bakimdan ilktir.
Ayrica Qdot 655’in mandibular lenf yumrusunda hem cortex hemde medullar kisminda
varligi tespit edilmesi de bir bagka ilktir. Oysa Alex L. ve ark’min [61] yiirGittigi
calismada sup kapsullar bolgede immun floresan boyama ile varliin1  ortaya

koymuslardir.

Gozde gerek corrosion cast gerekse [64,65,66] gerekse goziin drenaj sistemleri iizerine
yapilan c¢alismalarda [Gruntzig ve arkadaslari, 1977, 1978a, 1978b, 1979] genel goriis
olarak gbzde lenf damarlari bulunmamaktadir. Oysa son yillarda yapilan ¢alismalarda [

61,62,63] artik bu goriiste yikilmistir.

QD'lerin hidrodinamik 6zelligi ve floresan yaymasi, lenfatik damarlara ve lenf bezlerinde
niifuz edebilmesi, in-vivo goriintiileme yonteminde kullanilabilmesi bu maddeye kars1
ilgiyi arttirmistir. Bununla birlikte hiperspektral goriintiilleme sisteminin optik ¢éziiniirliigi,
TM, UVS drenaji ve iriste QD'lerin in vivo gorsellestirilmesini kisitlamigtir. Koronal
orbital kesitlerde UVS yolunda QD'lerin lokalizasyonu gosterilmis olmakla birlikte,
konvansiyonel drenajda yer alan TM ve schlemm kanalinda QD'ler degerlendirilemedigi

[yiicel latanoprost] ortaya konulmus olmasina ragmen yiiriittiiglimiiz ¢alismada Schlemm
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kanalinda trabekiil meshwork’de QD’larin varlig1 ortaya konulmasi bakimindan 6nemli ve
bir ilktir.

Insan ve diger memelilerin corpus ciliaris’lerinde lenf damarlarinin varlig1 bilinmektedir.
Bu amagla humor aquous [HA]’a enjekte edilen radyo aktif maddelerin protein markerlarla
cervical lenfatiklere ulastigi dikkati ¢ekmistir. HA’un drenajinda convansiyonel olan
uveoscleral [iris, corpus ciliare, choroid] yol’un drenajindaki pay1 koyunlarda 3 saat i¢inde
69:22 olarak tespit edilmistir [71]. Bu oran, Cynomolgus maymunlarinda 45:55 [26-Bill,
1971], farelerde 72:25 [Aihara ve ark., 2003] ve kopeklerde ise 85:15 [Barrie ve ark.,
1985], tavsanlarda ve kedilerde 92-97: 3-8 ve 97: 3'tiir [20,74] kadardir.

Yriittiigimiiz ¢alismada kullanilan nanopartikiil ve ICG nin mandibular lenf yumrusunda
tespiti HA’un uveolenfatik bir yol izlediginin kesin kanitidir. Ancak gézdeki lenfatik
sistemin anatomisi ve fizyolojik yapsinin karmasik olmasi, anestezi altindaki hayvanin
hareketsizligi, genel anestezi [Quinn ve Shannon, 1975], hareketsizlik ve mekanik
ventilasyon [Negrini ve Moriondo, 2011] gibi deneysel kosullar, lenf akiginda azalmaya
yol agacaktir. Bu nedenle invivo imaging goriintiilerin alinmasinda birkag 6.saatte gok
hafif goriintii alabildigimiz yada goriintii alamadigimiz ratlardan bazilarinda 10.saatte
goriintli alabilmemizin sebebi fizyolojik farkliliklarin yani sira HA’un ilerleme hizi ve
deri, bag doku kalinliklarinin goriintii almay1 zorlastirict  faktorler olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle Tablo.1 e bakildiginda disilerde goriintii oran1 erkeklerden daha
yiiksektir. Fare derisinin ve kiirkiiniin QD saptama hassasiyetini azalttig1 bilinmektedir
[77,78]. Bu, post-mortem goriintiilemede cildin ¢ikarilmasindan sonra gozlemledigimiz
daha giiclii QD sinyal alinmasinin nedeni budur. Bu nedenle, bazi QD'lerin, izleyici
enjeksiyonunu takiben ilk tespit siiresinden daha erken bosaltilma olasiligimni
dislayamiyoruz. QD655 duyarliligindaki bu azalma in-vivo hiperspektral goriintiilemenin

niceliksel analizi i¢in uygun olmayabilir [79].

Ratlarda deneysel olarak olusturulabilecek glukom modelleri ile terapatiklerin

gelistirilmesi ve test edilmesinde 6nemli modeller [80-81] olabilecektir.

Bilindigi tlizere glokom tedavisinde prostanoidler kullanilir ve uveoskleral yoldan drenajt
arttirdig1 bilinmektedir. Prostaglandin F2 alfa ve onun analoglari olan insanlarda [Torris ve
ark., 1993 ] ve maymunlarda [Nilsson ve ark., 1989 ], prostaglandin D2'de Tavsanlarda [
Goh ve ark. 1989 ] ve prostaglandin A2'de kedilerde [Torris ve ark. 1995 ] uveoskleral

drenaj arttirdifin1 tespit etmislerdir. Dolayisiyla, PGF2a tedavisi, uveoskleral goz
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dokusuna [siliyer kas] drenaji artiracagt ve sonu¢ olarak HA’un lenfatik drenajini
arttiracag1 tahmin edilecektir. Lenfatik damarlar, lenfatik drenaji arttiran prostaglandin
analoglarint igeren ¢ok ¢esitli biyokimyasal ve farmakolojik ajanlara [Johnston, 1985]

yanit verir [Amann-Vesti ve ark., 2003].

Koyunlarda, Trabekuler meshwork, Uveoscleral ve lenfatik drenajin ayrintili kantitatif
degerlendirme c¢aligmalar1 yani sira gelistirilmis glokom koyun modeli [Gerometta ve ark.,
2009] yeni IOB’1 diisiiriicti ilaglarin gelistirilmesinde ve test edilmesinde yararli oldugu

icin 6zellikle 6nemlidir [Gerometta ve ark., 2010a].

Bu rapordaki veriler ve literatiirden elde edilen veriler 1s1ginda goziin anterior odasina
enjekte edilen gerek Qdot66 gerekse ICG lenfatik sisteme girdigi, mandibular lenf
yumrusuna ulastigi. Gerek veriler gerekse literatiir karsilastirmalari agisindan {izerinde
caligilan deney  hayvanlarinin invivo imaging goriintiileri yanisira gerek elektron
mikroskobik goriintiilerindeki  gerekse floresan 151k mikroskobundaki verileri Uveo-
lymhpatic bir gec¢isin oldugunu kesin bir sekilde gostermektedir. Bu g¢alisma, goziin
lenfatik ¢ikisindaki ilag etkilerinin daha fazla aragtirilmasini tesvik edecegi gibi glokomda

gorme kaybini1 6nlemek i¢in yeni goz ici basing diisiirme tedavilerine yol agabilecektir.

Elde edilen sonuglara gore, insan goziindeki lenfatik drenaj ile koyunlar i¢in bildirilen
lenfatik drenaj ile uyumludur[89]. Submandibuler lenf nodunda, intracamaral enjeksiyonun
ardindan giicli QD sinyali gozlendiginden, gozden akan HA’un lenf nodu gibi
gorinmektedir. Kullandigimiz goriintiileme sisteminde goriintii alamadigimiz durumlarda
bile diseke edilmis lenf yumrularinda QD'lerin varligi goz ardi edilemez sekilde tespit
edilmistir. Caligmamiz ayn1 zamanda, QD'lerin oculer lenf drenajinin varligin1 gostermesi

bakiminda yararlar tartisilmazdir.

Alex ve ark. [61] ‘nin ortaya koydugu gibi camera oculi anterior’a verdilen gerek Qdot
gerekse ICG’nin invivo imaging gorlntiileri aldigimiz 6.aat ve 10.saatteki goriintiilerinde
boyun bolgesinde herhangi bir floresan goriintii alinmadigi tespit edilmistir. QD'lerin
submandibular lenf noduna dogru drene oldugunu, ancak servikal veya fasiyal lenf
nodlarin1 gérmedigini gdzlemledik. Intra oculer Qdot enjeksiyonun bir erkek ve bir disi
ratta parotid lenf yumrusuna drene oldugu tespit edilmesi de bir ilk olarak da énemlidir.
Bu konuda ayr1 bir calisma yapilmasi gerektigi diisiintilmelidir. Yaptigimiz bu
arastirmada, intrakamaral enjeksiyonun ardindan 6 saatte QD’in doku araliklarinda

kalmasinin nedeni kullanilan 1,25 pL. Qdot655 enjeksiyon hacmi olabilir.
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Koyun siliyer cisimcigindeki lenfatiklerin varligi, HA’un drenaji i¢in ideal bir yol saglar
[63]. Koyunlarda, 6n kamaraya enjekte edilen tracerlerin, siliyer cisimdeki lenfatik yoluyla
bas ve boyun lenf diiglimlerine bosaltilir. Baz1 ¢alismalarda goriilecegi {lizere intraokiiler
antijenlerin lokal lenf nodlarina drenaj olabilecegini ortaya koymustur [63]. fare goziine
enjekte edilen tracerlerin kismen siliyer cisimdeki lenfatiklere bagli olmasi nedeniyle

submandibuler lenf noduna [61] gittigi iddia edilebilir.

Farelerde ekstraokiiler kaslarda ve ekstraokiiler kas konilerinin bag dokularinda lenfatikler
arastirtldi ancak lenfatik damarlara rastlanilmadi [90]. Bununla birlikte, lenfatik bir
endotelyal hiicre markeri olarak podoplanin kullanarak, farelerde Harderian bezi
yakinlarinda lenfatik kanallarin varligini tespit edilmistir [61]. Etraftaki lenfatik kanallarin
varligi, okiiler / orbital doku sivisimin drenajimni yolu saglayabilir. HA’un UVS yolu
tizerinden siiziilmiis oldugundan, orbital lenfatik damarlarin skleral portallarin c¢ikis
bolgelerinden gelen siviyr bosaltmasi da miimkiindiir. Orbital lenfatikler yoluyla drene

edilen lenf kokeni ve giderinin belirlenmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Fare [61] 'de okiiler lenfatik drenajin varligi, bu drenaj yolunun farmakolojisini incelemek
i¢in firsatlar dogurmustur. Burada, yaygin olarak regete edilen bir glokom ilaci olan topikal
bir PG latanoprost’ un, lenfatik drenaji gbéze karst uyardigi ortaya konulmustur.
Latanoprost kullanildiginda hiicrelerde bir tkim etkilesimler s6z konusu olabilir. Soyleki:
Siliyer kaslarda gevseme [91] ve Prostaglandin F [FP] reseptorleri tizerinde [91,92] etKi
ederek okiiler lenfatik drenajin artmasina katkida bulunabilir. PG'ler, lenfatik peristaltik
hareketlerden sorumlu lenfatik kanallar1 g¢evreleyen lenfatik endotelyal ve kontraktil
hiicreler tizerinde etki gosterirler [93]. Latanoprost, matriks metalloproteazlarini [MMP],
proMMP-1 ve proMMP-3"i [94]etkisini arttirirken, kolajenleri, fibronektini, laminin ve
hyaluronay1 azaltarak hiicre dis1 matriksi yeniden sekillendirir [95,96]. Buna ragmen uzun
donem latanoprost tedavisi gorenlerde bu hiicresel degisikliklerin, lenfatik drenaj ile iliskili

olup olmadigi net bilinmemektedir [61].

HA’un dinamiklerine, ¢esitli tiirlerde [97,98] calisilmistir. Latanoprost uygulamasini
takiben lenfatik drenaj oraninin artmasi, IOB'da azalmaya neden olmasi, normal farelerde
latanoprostun IOB azaltan etkisi, insanlara benzediginden [72], fare goziinden lenfatik
drenajin varligi, IOB'yi azaltmak i¢in ¢esitli farmasotik ilaglarin ve glokom tedavilerinin

gelistirilmesi i¢in bir ¢aligma alan saglar. Ayrica glokom fare modellerinde [99] yapilan
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ileri incelemeler, latanoprost kullanilarak goze lenfatik drenajin uyarilmasi dolayisiyla

I0OB'in diistiriilmesinde oynadigi rol bakimindan da 6nemli olacaktir.

HA’un drenajinda okiiler lenfatikler, HA’un drenajinda 6nemli bir rol oynadiklarindan
glokom c¢alismalar1 i¢in olduk¢a Onemlidir. Koyunda, Camera oculi anterior’a enjekte
edilen Qdot ‘in hem Trabeculer meshwork’deki collector kanallarin etrafinda hemde
Schlemm kanli etrafinda tespit edilmesi, ardindan ayni tespitin mandibular lenf
yumrusunda gozlenmesi, HA’un drenajinda lenfatik kanallarin oldugunun tespiti

bakimindan 6nemlidir.

Koyunda, intrakameral olarak enjekte edilen izleyicinin, siliyer kanaldaki lenfatik
kanallarin limeninde yer aldigimin tespiti HA’un drenajinda lenfatik kanallarin rol

oynadi@ini gostermistir [62].

QD'lerin g¢evre dokularda lokalizasyonu, HA’un drenajinda yer alan orbital lenfatiklerin
olasiligini arttirmaktadir. Tracer’lerin orbital lenfatikler tarafindan nereden drene edildigi

yer su anda bilinmemektedir.

QD'lerin gbziin 6n kamerasindan submandibuler lenf noduna aktig1 genel yollar1 anlamak
cok Onemlidir. Ciinkii bu izleyicilerin Lenfatik drenajin siliyer kasin hiicre dist
bosluklarinda baslamasi ve suprakoroidal alan ve anterior koroid ic¢ine girmesi olasidir.
Daha sonra ag, sklera yada penetran damarlar1 ve sinirleri ¢evreleyen gevsek bag dokusu

aracilig ile submandibuler lenf noduna dogru dokulara dogru ilerlemis olabilir.

Okiiler lenfatik drenaj bulgulari, okiiler immiin yanitlar1 ve metastazlar1 incelemek i¢in
firsatlar saglamistir. Sinomolgus maymunlarinda deneysel olarak ortaya cikan siliyer
cisimcik iltthabinin UVS ¢ikisint  arttirdi@i  gosterilmistir  [100]. Farede okiiler
inflamasyonu tetikleyen ve in-vivo hiperspektral goriintileme ile lenfatik drenaji
degerlendiren caligmalar, okiiler inflamasyon ve lenfatik drenaj arasindaki iligkiyi
anlamada yardimci olabilir. Dolayisiyla Intraokiiler tiimorler bolgesel lenf nodlarina

yayilarak metastaz yapabilirler [101,102].
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Sonuc¢

Bu ¢alisma; Wistar albino ratlarda her iki cinste, gézde lenfatik drenajin dogrudan kaniti
niteligindedir. Gozden lenfatik drenaj ilk kez QD ve ICG karsilastirmali olarak
hiperspektral floresan goriintiileme teknikleri ile in vivo olarak goriintiilenmistir. Floresan
goriintii cene alt1 lenf yumrusunda alimirken cervical bolgedeki lenf yumrularindan
floresan goriintii alinmayist 6nemlidir. Bu calisma ile elde edilen bulgular, bu fare
modelinin okiiler lenfatik dolasimini hedefleyen ilaglarin gelecekteki tarama caligmalari
icin potansiyel kaynak olarak kullanilmasini desteklemektedir. Derin dokuda QD sinyalini
in vivo hiperspektral gorlintiileme sistemi ile saptamak i¢in sinirli duyarlilik nedeniyle, QD
sinyalini derin anatomik yapilarda goriintiillemesini almak zor oldugu gorilmistiir. Bu
problemi ortadan kaldirmak igin NIR bolgede yada bu bolgeye ¢ok yakin emisyon
veren nano partikiiller ve buna uygun filtreler kullanilnmalidir. Aragtirmada ICG’nin daha
etkin oldugunu goriilmesinin sebebi emisyonunun 780-830 nm aralikta olmasi,kisaca NIR
bolgeye yakin olmasidir diyebiliriz. Biyouyumlu problarin gelecekteki gelisimi ve daha
duyarli hiperspektral goriintiileme yontemleri yine de bu dezavantajlar atlatabilir ve klinik
oncesi bulgularmn kor edici goz hastaligimin tedavisine yonelik klinik c¢aligmalara

doniistiiriilmesini saglayacaktir.

Ulasilmasi diisiiniilen hedefler:

Tiirkiye sartlarinda oldukga zor olan bu konu diinyada da 3-4 adet yapilan ¢aligmalardan
bir ¢alismadir. G6z i¢ basincini diizenleyen yapilardan biri olan Schlemm kanalinin ¢ene
alt1 lenf yumrusuna baglandig1 hem elektron mikroskobik seviyede hemde invivo imaging

goriintiileme ile tespiti yapildigina gore:

1-Schlemm Lenf kanalinin immun histokimyasal floresan yapisini ¢ikartabilmek ona
uygun proteinle Qdot655 ‘i birbirine baglayarak bir nanopartikiil prob elde etmek, ve bu

probu kullanilarak floresan mikroskobunda tespit edilmesi,

2- Calisma materyalini Balb-c’ler ve transgenik bir tiir olan CR57B6/L farelerinde

karsilastirma yapmak ¢alismaya bir bagska derinlik kazandirmak,

3- Glukom tedavsinde kullanilan cesitli prostoglandin tiirevi kimyasallar kullanilarak

gozdeki lenf kanallari {izerinde indiikleyici etkilerini tespit etmek,

4- Paramanyetik Qdot’lar kullanilarak Micro-CT goriintiisiinii alabilmek suretiyle goéz ile

lenf yumrusu arasindaki irtibat ortaya konulmalidir.
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